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【  略  語  一  覧  】  
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 Ccr cassette chromosome recombinase 
 CLSI  Clinical and Laboratory Standards Institute 
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 ICE integrative and conjugative element 
 JANIS  Japan Nosocomial Infections Surveillance 
 MHA  Mueller-Hinton agar 
 MHB  Mueller-Hinton broth 
 MIC  minimum inhibitory concentration 
 MLST  multilocus sequence typing 
 MRSA  methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
 MSSA  methicillin-susceptible Staphylococcus aureus 
 MUSCLE multiple sequence comparison by log-expectation 
 NT  nontypeable 
 O.D. optical density 
 PBP  penicillin binding protein 
 PCR polymerase chain reaction 
 PFGE pulsed-field gel electrophoreisis 
 PVL Panton-Valentine leukocidin 
 SCC staphylococcal cassette chromosome 
 SE staphylococcal enterotoxin 
 ST sequence type 
 TSA tryptone soya agar 
 TSB tryptone soya broth 
 TSST-1  toxic shock symdrome toxin-1 





【  序  論  】  
黄色ブドウ球菌 Staphylococcus aureus  (S. aureus) は、Staphylococcaceae, 
Staphylococcus 属に分類される通性嫌気性のグラム陽性球菌である  1-3)。そ
の大きさは 0.5 μm~2.5 μm で、ぶどうの房状に増殖する特徴を持つ。また、
マンニット分解性を示し、高濃度の食塩  (5.8~25%) 存在下においても増殖で
きる。本菌は、ヒトの手指や鼻腔内に分布する常在菌の一つとして知られて
お り 、 成 人 の 20~30% が 保 有 し て い る と さ れ て い る  4, 5) 。 一 方 で 、
Staphylococcus 属の中でも病原性が高いとされており、食中毒、敗血症、髄
膜炎、皮膚軟部組織感染症など、様々な感染症の原因菌となり、重症化し死
亡に至る例も少なくない  4)。S. aureus は 1880 年代に、Ogston によって下肢
の膿瘍から初めて分離された  6)。その直後に、Rosenbach によっても同定さ
れ、その存在が広く認められた。1928 年に、Fleming によって、グラム陽性
菌の細胞壁合成を阻害する抗菌薬  penicillin が発見され、その後、Florey と
Chain が benzylpenicillin の精製と量産化に成功し、S. aureus 感染症の治療に
貢献した。しかし、その数年後には、 penicillin を分解する酵素である β-
lactamase (penicillinase) を産生する penicillin 耐性 S. aureus が出現した。1945
年には、分離される S. aureus の 80%が penicillin 耐性を示し、大きな問題と
なった  7, 8)。1960 年に、penicillinase で分解されない methicillin が開発・導
入されたが、翌年の 1961 年には、methicillin にも耐性を示すメチシリン耐性
S. aureus (methicillin-resistant S. aureus : MRSA) が出現した  9)。これまで、
MRSA は methicillin の使用に伴って出現したと考えられていたが、近年のゲ
ノム解析により、methicillin の使用以前から MRSA が存在していた可能性が
指摘されている  10)。MRSA は最初の分離から数十年のうちに世界中に広が
り、現在、多くの先進国において、医療関連感染症の主要な原因菌となって
いる。本邦においては、1980 年代に初めて MRSA が分離されて以降、MRSA
の分離頻度は急激に増加し、現在でも院内感染対策において最も重要視され
ている。  
MRSA の methicillin 耐性を担う遺伝子 mecA は、新規の細胞壁合成酵素  
(penicillin binding protein 2’: PBP2’) をコードする  11-14)。β-lactams は、ペプ
チドグリカンの架橋反応を担う PBP に結合し、細胞壁の合成を阻害する。し
かし、PBP2’は β-lactams に対する親和性が低いため、ほぼ全ての β-lactams
への耐性を付与する。mecA は、 staphylococcal cassette chromosome (SCC) と
いう染色体上の可動性因子上に存在し、その複合体は SCCmec と呼ばれてい
る  (Fig. 1)。SCCmec は、メチシリン耐性およびその調節を担う mec 複合体
と SCC の 挿 入 ・ 脱 離 に 関 与 す る と さ れ て い る cassette chromosome 
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recombinase (ccr) 複合体の組み合わせの違いにより、現在、 type I~XIV に分
類されている  15-17)。ヒトから分離される MRSA は、主に type I~V の SCCmec 
を保有している。  
MRSA は、分離される患者背景やその分子疫学的特徴から、院内型 MRSA
と市中型 MRSA に分類される  (Table 1)  18)。院内型 MRSA は、患者の入院後
48 時間以降に初めて分離された MRSA と定義されている  18)。また、主に
SCCmec type I、II、III を保有するとされ、本邦では特に type II が多いとされ
てきた  19-21)。Type II の SCCmec は、pUB110 や Tn554 といった薬剤耐性遺
伝子を含む可動性因子を有しており、aminoglycosides や macrolides への耐性
も付与する  (Fig. 1)。したがって、院内型 MRSA は多剤耐性を示すことから、
抗菌薬の選択圧が高い病院内でも淘汰されにくい。さらに、本邦で分離され
る院内型 MRSA は、スーパー抗原活性を有する毒素性ショック症候群毒素 -
1 (toxic shock syndrome toxin-1: TSST-1) を産生することが多い。院内型 MRSA






市中型 MRSA は、1980 年から 1990 年頃に出現した比較的新しい MRSA
である。市中型 MRSA による感染症は、過去 1 年間の入院および MRSA の
感染リスク因子  (透析・手術・カテーテルの留置 ) がないものとされている  
18)。市中型 MRSA の報告は、1982 年のデトロイト・ミシガン地域における







MRSA は院内型 MRSA とは異なり、健康なヒトに対しても感染症を起こす
ことから、病原性が高いとされている  7)。また、その増殖効率は高く、院内
型 MRSA に比べ増殖速度が高い特徴を持つ  25)。その一方で、抗菌薬に対す
る感受性は良好であり、β-lactams 以外の抗菌薬には感受性を示すことが多
く、耐性レベルは低い  2, 26)。遺伝子型も院内型 MRSA とは大きく異なり、
SCCmec は type IV もしくは V が主流であり、multilocus sequence typing 
(MLST) による分類では、 sequence type (ST) 8、30、59、89 など多様性を示
す  27)。  
市中型 MRSA に高い病原性を付与する因子の一つとして、Panton-Valentine 
leukocidin (PVL) が挙げられる  28, 29)。PVL は、プロファージが媒介する白血
球破壊毒素であり、皮膚軟部組織感染症や MRSA 肺炎の重症化に関与する。
PVL は lukS-PV と lukF-PV の 2 つの遺伝子がコードするタンパク  (LukS-PV、
LukF-PV) で構成される 8 量体の pore-forming toxin である  (Fig. 2) 28, 30,  31)。
2 つのタンパクはそれぞれ役割が異なっており、LukS-PV が好中球などの表
Table 1. 院内型 MRSA と市中型 MRSA の違い 
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面に発現している C5a レセプターに結合し、それに続いて LukF-PV が結合
し毒性を発揮する  30, 32)。さらに、PVL の曝露量によって細胞の反応が変化
し、高濃度で暴露した場合は好中球の細胞溶解  (ネクローシス ) を誘発する。
さらに、その細胞溶解によって放出される炎症誘発因子がさらなる炎症を惹
起し、症状を悪化させる。一方、低濃度の場合は、ミトコンドリアの caspase
経路  (cytochrome c/caspase 9/caspase 3) を介し、細胞のアポトーシスを誘発
する  33)。また、PVL は好中球だけでなく、ケラチノサイトに対してもアポ
トーシスを引き起こす  34)。PVL は、 lukS-PV の 527 番目の塩基の違いによ
り、176 番目のアミノ酸がアルギニンである R variant とヒスチジンである H 
variant に分類される  35)。R variant の PVL は、ΦSa2USA というファージ DNA
上に存在している。一方で、H variant は、複数のファージ DNA 上でその存
在が確認されている。  
PVL 陽性 MRSA には、いくつかの遺伝子型が知られており、それらの流
行には地域性が見られる  2, 36-38)。その中でも、特に注目されているクローン
として、USA300 が挙げられる  39-41)。USA300 は、アメリカで初めて確認さ
れた株であり、PVL 陽性 MRSA の中でも特に病原性が高いことで知られて
いる。その流行はアメリカにとどまらず、現在、先進国を中心として世界各
地で報告されている。また、USA300 は市中型 MRSA であるにも関わらず、
アメリカの一部において、病院内の主要な MRSA クローンになりつつある
42-45)。  
近年、病院内で分離される MRSA が、院内型 MRSA から市中型 MRSA に
置き換わりつつあることが明らかとなってきた 37, 46-48)。MRSA は接触感染
によって伝播するため、海外で流行している PVL 陽性 MRSA が本邦に持ち
込まれる可能性が極めて高い。それらが市中で増加・流行した場合、重症を
呈した患者が病院で治療を受けることも考えられ、病院内への PVL 陽性




















MRSA の感染症対策に極めて重要な情報となる。  
そこで、本研究では、本邦の PVL 陽性 MRSA の流行状況を把握すると同
時に、本邦で検出される PVL 陽性 MRSA の網羅的な分子疫学的解析を行う
ことを目的とした。第 1 章では、市中の皮膚科クリニックの外来患者から分
離された MRSA を対象として、PVL 陽性 MRSA の分子疫学的解析を行った。
第 2 章では、東京都多摩地区に位置する 9 つの総合病院の入院患者から分離
された PVL 陽性 MRSA の分子疫学的解析を行った。第 3 章では、第 1 章お






第 1 章  
本邦の市中における PVL 陽性 MRSA の分子疫学的解析  
 
【 背 景 】  
院内型 MRSA と市中型 MRSA は、薬剤感受性や病原性など表現型による
分類だけでなく、PCR を用いた SCCmec typing や保有する病原性遺伝子の検
出、MLST、pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) など遺伝子型による分類に
よって区別される  49-52)。本邦で分離される院内型 MRSA は、New York/Japan 
clone と呼ばれる ST5、SCCmec type II (ST5-II) の株が主流である  19)。これら
は、TSST-1 をコードする tst 遺伝子を高頻度で保有する  53)。一方、市中型
MRSA の遺伝子型には多様性が見られ、SCCmec は type IV もしくは type V
であり、ST8、30、59、89 などが認められる  2, 54)。市中型 MRSA の出現と流
行が報告された 1980 年代から 1990 年代のアメリカにおいて流行していたの
は、MW2 (USA400) と呼ばれる ST1-IV の PVL 陽性 MRSA であった  51, 55,  56)。
しかし、2000 年代初頭に MRSA 感染症のリスクのない受刑者や軍人、アス
リート、市中の健常人など様々な背景を持つ集団において、USA300 と呼ば
れる PVL 陽性 MRSA による集団感染が相次いで報告された 57-62)。USA300
は、それまで主流であった MW2 とは大きく異なるクローンであり、その遺
伝子型は ST8-IV である。また、その出現以降、USA300 は、アメリカの市中
において急速に拡大し、それまで流行していた MW2 に置き換わり、その流
行範囲を拡大させていった  63)。USA300 に特徴的な因子の 1 つとして、
arginine catabolic mobile element (ACME) が挙げられる  64)。ACME は、arginine 
deiminase 遺伝子  (arcA) cluster と oligopeptide permease operon 遺伝子  (opp3) 
cluster で構成されており、皮膚への定着や菌の増殖・発育に関与するとされ
ている。構成している遺伝子の組み合わせにより type I (arcA、 opp3)、II (arcA)、
III (opp3) に分けられる。特に、type I は USA300 に特異的に見られ、USA300
が広く拡散した一因と考えられている。  
一方、本邦における MRSA の疫学研究は、病院内で分離される MRSA を
対象としたものがほとんどであり、市中の MRSA を対象とする報告でも、地
域が限定的であったり、院内で分離された MRSA を含めているものも多く、
市中のみを対象とした MRSA の研究はほとんど実施されていない  65-67)。そ
のため、市中における PVL 陽性 MRSA の最新の流行状況とその詳細な分子
疫学的特徴は不明である。そこで、本章では、日本各地の皮膚科クリニック
の外来患者から採取した検体を用いて、PVL 陽性 MRSA の流行状況とその
分子疫学的特徴を解析した。   
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【  材  料  ・  方  法  】  
1. 使用菌株  
使用菌株は、2013 年および 2014 年に、日本各地  (北海道、青森県、秋田
県、新潟県、千葉県、神奈川県、大阪府、香川県、熊本県、沖縄県石垣島 ) の
皮膚科クリニック、計 23 施設の外来患者の皮膚感染症部位から得られた
1,156 検体を用いた。S. aureus の薬剤感受性標準株として JCM2874 株、MRSA
の標準株として N315 株を使用した  68)。PVL 陽性 MRSA のコントロールと
して、 JCSC6774 株  (USA300) を使用した  69)。SCCmec typing のコントロー
ル株として、順天堂大学より分与を受けた NCTC10442 株  (type I)、N315 株  
(type II)、85/2082 株  (type III)、 JCSC4744 株  (type IV)、および WIS 株  (type 
V) を使用した  70)。PFGE の参照株として、全ゲノム配列が解析されている
N315 株  (Accession No. BA000018) を使用した  71)。  
 
2. 使用培地および培養条件  
S. aureus の 増 殖 に は 、 tryptone soya broth (TSB: Oxoid) に 、 Agar 
bacteriological (Agar No.1) (Oxoid) を 1.5 %の濃度で加えた  tryptone soya agar 
(TSA) を用いた。菌株は 35°C 好気条件下で培養した。  
 
3. MRSA の同定  
検体は、mannitol salt agar (Oxoid) に塗抹し、増殖したコロニーを TSA で
純培養した。純培養し得られた菌に対し、グラム染色および PS Latex (Eiken 
Chamical) を用いたコアグラーゼ試験を行い、グラム陽性球菌、コアグラー
ゼ陽性と判別されたものを S. aureus とした。また、後述する PCR 法により
methicillin 耐性遺伝子 mecA が検出された株を MRSA、検出されなかった株
を methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) とした。  
 
4 .  P C R 法 に よ る 各 種 遺 伝 子 の 検 出 お よ び S C Cmec  t y p i n g  
4 - 1 .  プ ラ イ マ ー の 合 成  
methicillin 耐性遺伝子  (mecA)、PVL 遺伝子  (lukS/F-PV)、ACME 構成遺伝
子  (arcA、opp3-C)、TSST-1 遺伝子  (tst)、表皮剥脱毒素  (exfoliative toxin) 産
生遺伝子  (eta、 etb、 etd)、ブドウ球菌エンテロトキシン  (staphylococcus 
enterotoxin) 産生遺伝子  (sea、seb、sec、sed、see、seg、seh、sei、sej)、フィ
ブリノーゲン結合タンパク産生遺伝子  (fib)、フィブロネクチン結合タンパク
産生遺伝子  (fnbA、fnbB)、microlides 耐性遺伝子  (ermA、ermC、msrA/B、mphC)、
aminoglycosides 耐性遺伝子  (aacA-aphD) を PCR 法で検出するために、それ
ぞれの遺伝子に特異的なプライマーを使用した  (Table 2) 68, 72-77)。SCCmec 
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typing は、Boye らが報告した mltiplex PCR 法で使用されている 8 種のプラ
イマーを使用した  (Table 3) 78)。また、SCCmec type IV のサブタイピングに
は、Kondo らが報告した multiplex PCR 法で使用されている 8 種類のプライ
マーを使用した  (Table 3) 79)。各プライマーの合成は、Hokkaido System Science
社に依頼した。  
 
4 - 2 .  D N A の 増 幅  
試験菌液には、S. aureus のシングルコロニーを滅菌超純水 100 µL に懸濁
したものを用いた。8 連 PCR チューブ  (Bio-Bik) に、GoTaq® Green Master Mix 
(Promega) 5 µL、各種合成プライマーをそれぞれ 10 pmol、試験菌液 1 µL を
加え、滅菌超純水にて全量 10 µL とした。各遺伝子は 95°C、2 分間の加熱に
より DNA を変性させた後、反応条件 A は 58°C、30 秒間のアニーリング、
72°C、30 秒間の伸長反応、反応条件 B は 55°C、30 秒間のアニーリング、
72°C、30 秒間の伸長反応、反応条件 C は 55°C、30 秒間のアニーリング、
72°C、1 分間の伸長反応、反応条件 D は、60℃、30 秒間のアニーリング、
72℃、1 分 30 秒間の伸長反応とした  (Table 2、3)。いずれの反応条件におい
ても、上記の行程を 30 サイクル行い、最終伸長反応を、72℃、5 分間行った。  
 
4-3. アガロースゲル電気泳動法  
PCR 反応液 2 µL を用いて電気泳動用サンプルとした。TAE buffer [40 
mmol/L Tris-acetate (pH 8.2)、 2 mmol/L EDTA 2Na] を用い、 2% Agarose S 
(Nippon Gene) ゲルにて 100 V、30 分間の電気泳動を行った。電気泳動装置
は、水平サブマリン型電気泳動槽 Mupid®-2plus (Mupid) を使用した。泳動後、
100 µg/mL ethidium bromide (Wako) 溶液でゲルを 15 分間染色し、水洗後、
305 nm の紫外線照射下で蛍光を発した DNA を写真撮影した。DNA 断片の





Table 2. Oligonucleotide primers for detection of target genes 
 Target gene Primer Sequence (5'to 3') Product Condition 
    length (bp) of reaction  
 mecA mecA-F GTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGC 544 A  
  mecA-R GTCAACGATTGTGACACGATAGC    
 lukS/F-PV PVL-R ATGTCTGGACATGATCCAA 970 B  
  PVL-R AACTATCTCTGCCATATGGT    
 arcA arcA-F GAGCCAGAAGTACGCGAG 671 B  
  arcA-R CACGTAACTTGCTAGAACGAG    
 opp3 opp3-F GCAAATCTGTAAATGGTCTGTT 1183 B  
  opp3-R GAAGATTGGCAGCACAAAGTG    
 tst tst-F GCTTGCGACAACTGCTACAG 559 B  
  tst-R TGGATCCGTCATTCATTGTTAT    
 eta eta-F GTAGGAGCTAGTGCATTTGTTATTC 125 C  
  eta-R GCATTGACACCATAGTACTTATTCC    
 etb etb-F CACACATTACGGATAATGCAAG 604 C  
  etb-R TCAACCGAATAGAGTGAACTTATCT    
 etd etd-F CGCAAATACATATGAAGAATCTGA 452 C  
  etd-R TGTCACCTTGTTGCAAATCTATAG    
 sea sea-F GCAGGGAACAGCTTTAGGC 521 B  
  sea-R GTTCTGTAGAAGTATGAAACACG    
 seb seb-sec-F ACATGTAATTTTGATATTCGCACTG 667 B  
  seb-sec-R TGCAGGCATCATGTCATACCA    
 sec sec-F CTTGTATGTATGGAGGAATAACAA 284 B  
  sec-R TGCAGGCATCATATCATACCA    
 sed sed-F GTGGTGAAATAGATAGGACTGC 385 C  
  sed-R ATATGAAGGTGCTCTGTGG    
 see see-F TACCAATTAACTTGTGGATAGAC 171 C  
  see-R CTCTTTGCACCTTACCGC    
 seg seg-F CGTCTCCACCTGTTGAAGG 328 C  
  seg-R CCAAGTGATTGTCTATTGTCG    
 seh seh-F CAACTGCTGATTTAGCTCAG 359 B  
  seh-R GTCGAATGAGTAATCTCTAGG    
 sei sei-F CAACTCGAATTTTCAACAGGTACC 466 C  
  sei-R CAGGCAGTCCATCTCCTG    
 sej sej-F CATCAGAACTGTTGTTCCGCTAG 142 B  
  sej-R CTGAATTTTACCATCAAAGGTAC    
 fib fib-F CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG 404 A  
  fib-R GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC    
 fnbA fnbA-F CATAAATTGGGAGCAGCATCA 127 A  
  fnbA-R ATCAGCAGCTGAATTCCCATT    
 fnbB fnbB-F GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 524 A  
  fnbB-R CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC    
 ermA ermA-F AGCGGTAAACCCCTCTGAG 457 A  
  ermA-R TAGTGACATTTGCATGCTTCAA    
 ermC ermC-F ACTTGTTGATCACGATAATTTCCA 321 A  
  ermC-R TCTACTTAATCTGATAAGTGAGCTATTCAC    
 msrA/B msr-F TGCAAATGGCATACTATCGTC 160 A  
  msr-R CAAGAACGCTCAAGTGCTTC    
 mphC mphC-F AACACATTAGCTGAAACACTCG 299 C  
  mphC-R GGGTTGCTTCAGTCCAGTCT    
 aacA-aphD aacA-aphD-F TACAGAGCCTTGGGAAGATG 406 C  
  aacA-aphD-R CATTTGTGGCATTATCATCATATC     
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Table 3. Oligonucleotide primers used for SCCmec typing and type IV subtyping 
 
5 .  P F G E に よ る 分 子 疫 学 的 解 析  5 0 )  
5 - 1 .  P F G E  
DNA の抽出、制限酵素による切断は GenePath® Enzyme Module Group (Bio-
Rad) と GenePath® Universal Module (Bio-Rad) に記載された方法を用いて行
った。試料となる菌は TSA で 35°C、一晩培養したものを用いた。増殖した
菌を滅菌生理食塩水に懸濁し、optical density (O.D.) at 600 nm=0.6 に合わせ、
1 mL を 20,000×g、2 分間の条件で遠心分離し集菌した。遠心後、上清を捨て
cell suspension buffer［10 mmol/L EDTA 2Na、10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、50 
mmol/L NaCl］150 µL に懸濁した。この懸濁液に lysozyme/lysostaphin 溶液  
[25 mg/mL lysozyme (FUJIFILM Wako Pure Chemical)、 2 mg/mL lysostaphin 
(FUJIFILM Wako Pure Chemical)] 6 µL を加え、15~30 分間放置した。その後、
embedding agarose [1.2% agarose low melt preparative grade (Bio -Rad)、 10 
mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、100 mmol/L NaCl] 150 µL を加え、直ちに Disposable 
Plug Mold (Bio-Rad) に 100 µL 流し込み、4°C、30 分間放置しプラグを作成
した。マイクロ遠心チューブに lysozyme/lysostaphin 溶液 12 µL 含有 lysis 
buffer [1% sodium lauryl sulfate (SDS:  FUJIFILM Wako Pure Chemical)、100 
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mmol/L EDTA 2Na、10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、100 mmol/L sodium chloride] 
300 µL を分注し、作成したプラグを入れて 37°C で 1 時間反応させた。その
後、 lysis buffer を除去し、TE buffer [10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、1 mmol/L 
EDTA 2Na] 600 µL で 2 回洗浄した後、新たなマイクロ遠心チューブに 20 
mg/mL proteinase K (FUJIFILM Wako Pure Chemical) 12 µL 含有 proteinase K 
buffer [1% sodium N-lauryl sarcosinate、0.5 mmol/L EDTA 2Na] 300 µL を分注
し、プラグを加えて 50°C、16~24 時間反応させた。反応後、proteinase K buffer
を除去し、wash buffer [1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride、10 mmol/L Tris-
HCl (pH 8.0)、1 mmol/L EDTA (pH 8.0)] 600 µL で 3 回、TE buffer 600 µL で 2
回、 SmaI buffer [330 mmol/L Tris-acetate (pH 7.9)、 100 mmol/L magnesium 
acetate・4H2O、660 mmol/L potassium acetate、5 mmol/L (+) - dithiothreitol、
0.1% bovine serum albumin] 600 µL で 1 回洗浄した。その後、25 U SmaI (Takara 
Bio) 含有 SmaI buffer 300 µL にプラグを加え、25°C、16~24 時間反応させた。
反応後、SmaI buffer を除去し、TE buffer 600 µL で 1 回洗浄後、適当な大き
さに切断したプラグを 1% pulsed field certified agarose (Bio-Rad) ゲルのウェ
ルに挿入し、TBE buffer [50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)、50 mmol/L boric acid、
0.5 mmol/L EDTA 2Na] を用いて電気泳動を行った。泳動は CHEF Mapper® 
(Bio-Rad) で行った。泳動条件は initial switch time 5.3 秒、 final switch time 
34.9 秒、 run time 20 時間、angle 120°、gradient 6.0 V/cm、 temperature 14°C、
ramping factor linear とした。泳動終了後、ゲルを 100 µg/mL ethidium bromide
溶液で 15 分間染色し、45 分間精製水中で脱色後、305 nm の紫外線照射下で
写真撮影を行った。  
 
5 - 2 .  泳 動 パ タ ー ン の 解 析  
得られた PFGE の DNA 泳動パターンは Bio Numerics™ (Applied Math Ver. 
7.6.3) を用いて解析した。Dice 係数を用いた平均距離法  (Unweighted Pair 
Group Method with Arithmetic average) に よ る 系 統 樹 を 作 成 し た  (Band 
Tolerance 1.0%、Optimization 1.0%)。80%以上の相同性を示した場合、近縁性
が高い同一のグループ  (pulsotype) とした。  
 
6. MLST による分子疫学的解析  
6 - 1 .  プ ラ イ マ ー の 合 成  
S. aureus が生存に必要とする housekeeping gene (arcC、aroE、glpF、gmk、
pta、tpi、yqiL) を増幅するために、各遺伝子に特異的なプライマーを使用し






Table 4. Oligonucleotide primes for MLST 
 Target gene Primer Primer sequences (5’ to 3’) Product length (bp) 
 arcC arcC-F CGGTAATGCGATACAGACA 739 
  arcC-R TGCTACATCAATATCATCGATT  
 aroE aroE-F AGGACCAGGAGCTAAAGTAA 758 
  aroE-R GCGCTCTGCTTCCTCTA  
 glpF glpF-F GGAGGACATTTAATATGAATGTA 614 
  glpF-R TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC  
 gmk gmk-F GGTCGTAAGGCATGGATA 705 
  gmk-R GCTGCAGTTGTTGCAAT  
 pta pta-F GGAGGACATTATGGCTGA 656 
  pta-R TTGTCACGTCGTCTGATT  
 tpi tpi-F GTGCGTTCACAGGTGAA 615 
  tpi-R GCATTACCATGTTCGCTT  
 yqiL yqiL-F GGCGTATTGGTTCATTAGA 769 
  yqiL-R GCTGGTCTTAAGCGACTTA  
 
6-2. PCR 法による DNA の増幅  
8 連 PCR チューブに、Q5® High-Fidelity 2×Master Mix (New England BioLabs) 
5 μL、2 種類の合成プライマー各々25 pmol、PCR 試料 1 μL を加え、滅菌超
純水にて全量が 10 μL となるように混合した。これらを DNA サーマルサイ
クラーにセットした。98°C、30 秒間の加熱により DNA を変性させた後、
98°C、10 秒間の変性、55°C、30 秒間のアニーリング、72°C、45 秒間の伸長
反応の行程を 30 サイクル行った。  
 
6 - 3 .  P C R  産 物 の 精 製  
作成した PCR 産物は、DNA クリーナー  (FUJIFILM Wako Pure Chemical) を
用いて精製した。PCR 産物 10 μL に DNA クリーナーを等量加え、室温で 10
分間以上静置した。その後、14,000×g で 10 分間遠心分離し、上清を取り除
いた後、70% ethanol を 2 倍量添加した。14,000×g で 10 分間遠心分離した
後、上清を除去した。20 分間の放置にてペレットを風乾した後、滅菌超純水
20 μL 加えたものを PCR 精製物とした。  
 
6 - 4 .  シ ー ケ ン ス 反 応  
BigDye™ Terminator v.3.1 Cycle sequence Kit (Thermo Fisher Scientific) を用
いて、ジデオキシターミネーター法によりシーケンス反応を行った。8 連 PCR
チューブに Ready reaction premix 1 μL、5×sequencing buffer 1.5 μL、プライマ




5 分間の加熱により DNA を変性させた後、96°C、10 秒間の変性、50°C、5 秒
間のアニーリング、60°C、4 分間の伸長反応の行程を 25 サイクル行った。反
応液に、滅菌超純水 7.5 μL、3M sodium acetate (pH 4.6) 1.5 μL、95% ethanol 
31.5 μL を加えよく混合し、15 分間放置した。その後、遠心  (室温、20,000 × 
g、20 min) し、上清をできる限り除去した。さらに 70% ethanol 125 μL を加
え、遠心  (室温、20,000 × g、10 分間 ) し、上清をできる限り除去した。真空
乾燥により ethanol を完全に除去した後、ペレットを Hi-Di™  formamide 
(Thermo Fisher Scientific) 20 μL に溶解し、電気泳動試料とした。  
 
6-5. マ ル チ キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動  
キャピラリー電気泳動には、オートシーケンサーABI PRISM™ 3130 DNA 
Sequencer (Thermo Fisher Scientific) を用いた。10 × genetic analyzer buffer with 
EDTA (Thermo Fisher Scientific) を超純水で 10 倍希釈し、陽極バッファーお
よび陰極バッファーとし、ポンプブロック及びオートサンプラーにそれぞれ
セットした。泳動用試料を MicroAmp™ optical 96-well reaction plate (Thermo 
Fisher Scientific) に移して電気泳動を行い、塩基配列を決定した。  
 
6-6. ST、clonal complex (CC) の決定 
得られた塩基配列をもとに、Bio Numerics™を用いて ST を決定した。Web 
上のデータベースとして、PubMLST (https://pubmlst.org/) を用いた。また、
遺伝学的に近縁性の高いグループである CC は PubMLST のデータベースを
用いて決定した。  
 
7 .  使 用 薬 剤  
薬剤感受性の測定には、ampicillin (FUJIFILM Wako Pure Chemical)、oxacillin 
(FUJIFILM Wako Pure Chemical)、cefdinir (Sigma-Aldrich)、faropenem (Maruho)、
fosfomycin (Sigma-Aldrich)、 levofloxacin (LKT Laboratories)、 clarithromycin 
(Tokyo Chemical Industry)、clindamycin (Tokyo Chemical Industry)、gentamicin 
(FUJIFILM Wako Pure Chemical)、vancomycin (FUJIFILM Wako Pure Chemical)、
arbekacin (Meiji Seika Pharma)、minocycline (Sigma-Aldrich) を使用した。  
 
8 .  薬 剤 感 受 性 の 測 定  
薬剤感受性は、最小発育阻止濃度  (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) 
から判定した。MIC は Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) に準
じ、2 倍寒天希釈法により測定した。Mueller-Hinton agar (MHA: Oxoid) で 35°C、
24 時間培養した菌を Mueller-Hinton broth (MHB: Oxoid) に McFarland standard 
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(bioMèrieux) 0.5 と同等  (約 1.5 × 108 cells/mL) に懸濁させ 10 倍希釈し、薬剤
を含有した MHA に、ミクロプランターMIT-P 型  (Sakuma) を用いて接種し
た。35°C で 18~24 時間培養後、菌の生育を判定し、菌の発育を阻止した薬剤
の最小濃度をその菌株に対する MIC (μg/mL) とした。それぞれの薬剤に対す
る耐性のブレイクポイントは、CLSI に準じて、 ampicillin: 0.5 μg/mL、
oxacillin: 4 μg/mL、cefdinir: 4 μg/mL、levofloxacin: 4 μg/mL、clarithromycin: 
8 μg/mL、clindamycin: 4 μg/mL、gentamicin: 16 μg/mL、vancomycin: 16 
μg/mL、minocycline: 16 μg/mL とした。Faropenem、fosfomycin、arbekacin の
ブレイクポイントについては、CLSI により定義されていないため、感受性
株である JCM2874 株との比較により、 faropenem: 8 μg/mL、 fosfomycin: 64 
μg/mL、arbekacin: 8 μg/mL とした。  
 
9 .  統 計 学 的 解 析  
各遺伝子の検出率の差は、JMP® software (SAS Institute) を用いて、2 検定
もしくは Fisher の正確確率検定により検定し、P <0.05 のときに統計学的に
有意とした。  
 
10. 倫理規定  




【  結  果  】  
1. 日本各地の皮膚感染症外来患者から分離された MRSA の割合  
日本各地の皮膚科クリニックを受診した外来患者から採取した 1,156 検体
から、854株の黄色ブドウ球菌を分離した。このうち、219株  (25.6%) が MRSA、
635 株  (74.4%) が MSSA と同定された  (Table 5)。熊本と沖縄の MRSA 検出
率は、全国平均よりも有意に高かった  (P <0.05)。一方、千葉の MRSA 検出
率は、全国平均よりも有意に低かった  (P <0.05)。MRSA について SCCmec 
typing を行った結果、全国平均では SCCmec type V が 91 株  (41.6%) と最も
多く、次いで type IV が 78 株  (35.6%) であった  (Table 6)。沖縄由来 MRSA
は、全て SCCmec type IV であった。  
 
Table 5. Isolation rates and PVL-positive rates of MRSA from outpatients with skin and soft 
tissue infections in Japan 
 District No. of No. of No. (%) of  No. (%) of PVL-positive isolates 
 medical facilities S. aureus MRSA MRSA MSSA 
 Hokkaido 1 16 4 (25.0) 0  0 
 Aomori 6 27 4 (14.8) 2  (50.0) 0 
 Akita 3 5 1 (20.0) 0  0 
 Niigata 1 36 12 (33.3) 0  0 
 Chiba 1 133 15 (11.3)a 5  (33.3) 2  (1.7) 
 Kanagawa 1 14 5 (35.7) 1  (20.0) 0 
 Osaka 1 88 18 (20.5) 0  1  (1.4) 
 Kagawa 7 473 127 (26.8) 6  (4.7) 0 
 Kumamoto 1 35 17 (48.6)b 0  0 
 Okinawa 1 27 16 (59.3)b 15 (93.8)c 3  (27.3) 
 Total 23 854 219 (25.6) 29  (13.2)d 6  (0.9) 
a, significantly lower than total (%) (P <0.05) 
b, significantly higher than total (%) (P <0.05) 
c, significantly higher than Hokkaido, Niigata, Chiba, Kanagawa, Osaka, Kagawa, and  
Kumamoto (%) (P <0.05) 




Table 6. SCCmec types of MRSA isolated from each district in Japan 
District (n)* No. (%) of SCCmec type  
  I II III IV V NT 
 Hokkaido (4) 0 (0) 1 (25.0) 0 (0) 1 (25.0) 2 (50.0) 0 (0) 
 Aomori (4) 0 (0) 2 (50.0) 0 (0) 2 (50.0) 0 (0) 0 (0) 
 Akita (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 
 Niigata (12) 2 (16.7) 1 (8.3) 0 (0) 2 (16.7) 3 (25.0) 4 (33.3) 
 Chiba (15) 5 (33.3) 1 (6.7) 0 (0) 5 (33.3) 4 (26.7) 0 (0) 
 Kanagawa (5) 0 (0) 2 (40.0) 0 (0) 3 (60.0) 0 (0) 0 (0) 
 Osaka (18) 0 (0) 1 (5.6) 0 (0) 6 (33.3) 10 (55.6) 1 (5.6) 
 Kagawa (127) 2 (1.6) 14 (11) 0 (0) 37 (29.1) 62 (48.8) 12 (9.4) 
 Kumamoto (17) 1 (5.9) 1 (5.9) 0 (0) 6 (35.3) 9 (52.9) 0 (0) 
 Okinawa (16) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 16 (100) 0 (0) 0 (0) 
 Total (219) 10 (4.6) 23 (0.5) 0 (0) 78 (35.6) 91 (41.6) 17 (7.8) 
*, No. of MRSA isolates; NT, nontypeable 
 
2. PVL 陽性株の検出と患者の特徴  
分離された黄色ブドウ球菌について、 lukS/F-PV (PVL) の検出を行った。
その結果、PVL の陽性率は MRSA で 13.2% (29 株 )、MSSA で 0.9% (6 株 ) で
あり、MRSA の方が有意に高かった  (P <0.01)。PVL 陽性株と陰性株の SCCmec 
type を比較したところ、PVL 陽性株の SCCmec は、 type I (4 株、13.8%) と
type IV (25 株、86.2%) であった  (Fig. 3)。一方、PVL 陰性株の SCCmec は、
type I (6 株、3.2%)、 type II (23 株、12.1%)、 type IV (53 株、27.9%)、 type V 
(91 株、47.9%)、 type NT (17 株、8.9%) と多様性を示し、 type V の割合が最
も高かった。SCCmec type IV 株の割合は、PVL 陽性株の方が陰性株よりも有
意に高かった  (P <0.01)。  
PVL が疾患の重症度に与える影響を調べるため、PVL 陽性株と陰性株が分
離された患者の疾患を比較した  (Fig. 4)。その結果、MRSA、MSSA ともに
PVL 陽性株では深在性皮膚感染症であるせつ・ようの割合が有意に高く  (P 
<0.05)、 PVL 陰性株では軽症の伝染性膿痂疹の割合が有意に高かった  (P 
<0.05)。PVL 陽性株、陰性株が分離された患者の男性の割合はそれぞれ 34.5%、
55.7%であり有意な差は認められなかった。一方、PVL 陽性株が分離された
患者の平均年齢  (30.6±23.8 歳 ) は、PVL 陰性株が分離された患者の平均年齢  
(9.1±16.6 歳 ) よりも有意に高かった  (P <0.01)。   
17 
 
Fig. 3. Comparison of SCCmec types between PVL-positive and -negative MRSA． 
*, significantly higher than PVL-negative MRSA (P <0.01) 
Fig. 4. Types of skin infections associated with PVL-positive and -negative MRSA and 
MSSA. 
a, significantly higher than PVL-negative isolates (P <0.05) 
b, significantly higher than PVL-positive isolates (P <0.05) 
 
3. PVL 陽性株における他の病原性因子の検出  
PVL 以外の病原性因子の検出を行い、PVL 陽性 MRSA と PVL 陰性 MRSA
で比較した  (Table 7)。その結果、PVL 陽性株では伝染性膿痂疹の原因となる
ET 遺伝子は検出されなかったが、PVL 陰性株の 42.6%から eta、18.9%から
etb が検出された。SE 遺伝子は、PVL 陽性株では seb のみ伝染性膿痂疹由来
の 3 株から検出され、せつ・よう由来株からは各種 SE 遺伝子は検出されな
かった。一方、PVL 陰性株では sec、seg、sei の検出率が有意に高かった  (P 
<0.05)。また、 tst の検出率も同様に、PVL 陰性株の方が有意に高かったが、
tst を保有する PVL 陽性株が 1 株検出された。フィブロネクチンの結合に関
与する fnbA の検出率は、PVL 陽性株と陰性株の間に差は認められなかった
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が、 fnbB やフィブリノーゲン結合タンパクをコードする fib の検出率は、
PVL 陽性 MRSA の方が有意に高かった  ( P  < 0 . 0 1 )。  
 
Table 7. Comparison of the genetic features between PVL-positive 
and -negative MRSA 
 Target gene PVL-positive (%) PVL-negative (%)  
 (n = 29) (n = 190)   
 SCCmec type 
 I 4 (13.8)b 6 (3.2) 
 II 0 (0) 23 (12.1) 
 III 0 (0) 0 (0) 
 IV 25 (86.2)a 53 (27.9) 
 V 0 (0) 91 (47.9) 
 NT 0 (0) 17 (8.9) 
 Virulence gene 
 eta 0 (0) 81 (42.6)c 
 etb 0 (0) 36 (18.9)d 
 etd 0 (0) 1 (0.5) 
 sea 0 (0) 4 (2.1) 
 seb 3 (10.3) 37 (19.5) 
 sec 0 (0) 35 (18.4)d 
 sed 0 (0) 1 (0.5) 
 see 0 (0) 0 (0) 
 seg 0 (0) 81 (42.6)c 
 seh 0 (0) 3 (1.6) 
 sei 0 (0) 79 (41.6)c 
 sej 0 (0) 2 (1.1) 
 tst 1 (3.4) 34 (17.9)d 
 fib 29 (100)a 135 (71.1) 
 fnbA 29 (100) 189 (99.5) 
 fnbB 26 (89.7)a 84 (44.2) 
 Antimicrobial resistance gene 
 ermA 0 (0) 44 (23.2)c 
 ermC 4 (13.8) 79 (41.6)c 
 msrA/B 11 (37.9)a 5 (2.6) 
 mphC 11 (37.9)a 2 (1.1) 
 aacA-aphD 5 (17.2) 172 (90.5)c 
a, significantly higher than PVL-negative MRSA (P <0.01) 
b, significantly higher than PVL-negative MRSA (P <0.05) 
c, significantly higher than PVL-positive MRSA (P <0.01) 
d, significantly higher than PVL-positive MRSA (P <0.05)  
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4. PVL 陽性 MRSA の分子疫学的解析  
PVL 陽性 MRSA の遺伝学的背景を解析するため、PFGE、MLST、ACME の
検出を行った  (Fig. 5)。PFGE 解析の結果、PVL 陽性 MRSA は 5 つの pulsotype 
(A~E) に分類された。Pulsotype 毎に分離場所に特徴が見られ、pulsotype A、 
B の株は、全て沖縄の石垣島の患者から分離されていた。一方、pulsotype C
の株は、複数の県  (青森、千葉、神奈川、香川 ) から分離されていた。Pulsotype 
D、 E の株はいずれも香川から分離されていた。これらの菌株の MLST 解析
を行ったところ、pulsotype A、B、C に属する菌株のほとんどが ST8 であり、
pulsotype D、E に属する菌株は全て ST59 であった。本研究で見出した ST3276 
(TPS3432) と ST3277 (TPS3517、TPS3892) は、それぞれ aroE と yqiL の 1 
allele のみが異なる ST8 の single locus variants であり、pulsotype A、B、C の
株はすべて CC8 であった。ACME は pulsotype C に属する菌株のみから検出
され、全てが type I であった。USA300 の参照株である JCSC6774 は、pulsotype 
C に属しているため、これらの株は USA300 であることが明らかとなった。
そこで、pulsotype A、B、C の株のうち、SCCmec type IV の株について、SCCmec 
のサブタイプを決定した。その結果、pulsotype A、B の株は全て、SCCmec type 
IVc であった。一方、pulsotype C の SCCmec type IV の株では、いずれも  type 
IVa であった。それぞれの pulsotype に属する菌株が関与した疾患は明確に異
なっており、pulsotype A、B、C に属する菌株は、1 株を除く全てがせつ・よ
うなど深在性皮膚感染症由来であった。さらに、pulsotype A、B、C に属する
菌株は、全て fnbB を保有していた。一方、pulsotype D、E に属する菌株は、
いずれも表在性皮膚感染症である伝染性膿痂疹由来であり、他の PVL 保有
株には認められなかった seb を保有していた。以上の結果は、本研究で見出
した pulsotype A、B に属する PVL 陽性の沖縄由来株は、USA300 と類似して
いるものの、異なるクローンであることを示している。これら、沖縄由来株
は、SCCmec type IVc および ACME 陰性である点から、南米で流行が見られ
る USA300-Latin American Variant (USA300-LV) 38-41)である可能性が考えられ
た。  
 
5. PVL 陽性 MRSA の各種抗菌薬感受性と薬剤耐性遺伝子の保有率  
沖縄由来株  (ST8-IVc)、USA300 (ST8-IVa)、香川由来株  (ST59-IV) の薬剤








したがって、PVL 陽性 MRSA の抗菌薬感受性は、クローン毎に異なるこ
とが明らかとなった。一方で、全ての PVL 陽性株は、minocycline および抗
MRSA 薬である arbekacin、vancomycin に感受性を示した。  
次に、macrolides および aminoglycosides 耐性遺伝子の検出を行った  (Table 
7)。Maclorides 耐性遺伝子である msrA/B および mphC の保有率は、PVL 陽性
株の方が、陰性株よりも有意に高かった  (P <0.01)。一方で、ermA および ermC 
の保有率は、PVL 陰性株の方が陽性株よりも有意に高かった  (P <0.01)。ま
た、aminoglycosides 耐性遺伝子である aacA-aphD の保有率は、PVL 陰性株の
方が陽性株よりも高かった。  
PCR の結果と PFGE 解析の結果を照らし合わせると、全ての USA300 が
msrA/B および mphC を保有していた  (Fig. 5)。一方で、全ての ST59 株が aacA-
aphD を保有していた。   




Table 8. Comparison of antimicrobial susceptibility between PVL-positive and -negative MRSA clones 
MIC unit, µg/mL 




【 考 察 】  
本章では、市中の皮膚科クリニックの外来患者から得られた S. aureus を
対象として、PVL 陽性 MRSA の流行状況とその分子疫学的特徴を解析した。  
PVL 陽性 MRSA の分離率は、対象とした 2013~2014 年の 2 年間では、13.2%
であり、2008~2009 年の全国の医療機関を対象とした過去の研究  (0.7%) 66) 
よりも有意に高かった  (P <0.01)。したがって、本邦の市中において PVL 陽
性 MRSA が増加していることが明らかとなった。PVL 陽性株は、MSSA より
も MRSA の方が多く  、PVL 陰性株よりも重症度の高い疾患由来株の割合が
高かった。さらに、PVL 陽性 MRSA が分離された患者の平均年齢  (30.6 歳 ) 
は、PVL 陰性 MRSA が分離された患者の平均年齢  (9.1 歳 ) よりも高かった。
これらのデータは、PVL 陽性 MRSA は、免疫力が高い成人に対しても、重症
感染症を引き起こす病原性を有していることを示している。  
分子疫学的解析の結果、USA300 は本邦の広い範囲に分布していることが
明らかとなった。しかし、同一 pulsotype の中に、USA300 とは異なる SCCmec 
type I に分類される株が 4 株認められ、これまでに報告のないクローンであ
った。Pulsotype A、B の株は全て沖縄由来株であった。これらの株は ST8 で
あり、 fib および fnbB を保有している点で USA300 と類似していた。一方、
ACME を保有していない点、および SCCmec type IVc である点で USA300 と
異なっていた。これらの結果より、pulsotype A、B の株は USA300 と遺伝学
的に近縁である USA300-LV であることが考えられた  38-40)。この株は、南米
で 2005 年に初めて報告された株で、急速にその流行範囲を拡大させた株で
ある。2013 年、北海道の病院において、これと類似した特徴を持つ株が 1 株  
(SA1725) 分離されているが、USA300-LV としての言及は本研究が国内で初
である  80)。  
一方、pulsotype D と E の 3 株は、CC59-IV の株であり、pulsotype A、B、
C の株とは PFGE パターンも大きく異なっていた。また、いずれも fib、fnbB 
は保有しておらず、seb を保有し、表在性皮膚感染症の伝染性膿痂疹から分
離されている点でも他の pulsotype の株とは異なっていた。これらの特徴か
ら、pulsotype D、E の株は、アジアで分離頻度が高い市中型 MRSA であり、
本邦でも過去に分離例がある Taiwan clone であると考えられた  81, 82)。  
USA300 は、他の PVL 陽性株よりも clarithromycin と levofloxacin に高い耐
性率を示した。現在、他の国で報告されている USA300 は、薬剤耐性プラス
ミドの獲得により macrolides や aminoglycosides 耐性を獲得している  39)。本





ン耐性決定領域  (QRDR) に変異を有する fluoroquinolones 耐性株も認められ




一方で、本研究で検出された全ての PVL 陽性 MRSA は、minocycline に感受
性を示した。したがって、注射薬が多い抗 MRSA 薬の使用が難しい市中のク
リニックにおいて、PVL 陽性 MRSA の感染症治療薬として minocycline が有
用である可能性が示された。  
本章の研究成果から、本邦の市中において PVL 陽性 MRSA が増加してお
り、高病原性の USA300 が日本各地に分布していることを示した。さらに、
沖縄に特異的な ACME 陰性 ST8-IVc の USA300 類似株の流行を見出した。
今後、PVL 陽性株のさらなる増加や多剤耐性化が危惧されるため、市中型




第 2 章  
本邦の入院患者から分離された PVL 陽性 MRSA 
の分子疫学的解析 
 
【  背  景  】  
院内 型 M R S A は 、多 剤 耐性 を示 すた め 、そ の感 染症 治 療を 困難
にし て いる 。実際 、院 内 型 M R S A に よる 感 染症 は 、M S S A 感 染症 に
比べ 死 亡率 が高 い 8 4 ,  8 5 )。さ らに 、そ の感 染に 伴 い、入院 期間 が 延
長さ れ るた め、治 療費 が 1 . 5 ~ 3 倍 に 増加 す ると 言わ れて お り、経済
的な 問 題に もな りう る  8 6 )。  
M R S A は 、 1 9 6 1 年に イ ギリ スで 分離 さ れた のが 最初 で ある が、
当時 は M R S A に よる 感 染症 は稀 であ っ た  2 )。し か し、1 9 8 0 ~ 1 9 9 0 年
代に か けて 、先 進諸 国 で院 内 型 M R S A が出 現し 、病 院 環境 で急 速
に広 ま り、 それ まで の M R S A 感 染率 の ベー スラ イン が 大幅 に上 昇
した  8 7 ,  8 8 )。院 内 型 M R S A は 、地 域 毎に ク ロー ンの 偏り が 見ら れ 、
S T 2 5 0 - I の A r c h a i c  c l o n e、S T 5 - I I  ( U S A 1 0 0 )  の N e w  Yo r k / J a p a n  c l o n e、
S T 2 3 9 - I I I の H u n g a r i a n  c l o n e など 多数 の クロ ーン が確 認 され て い
る  2 )。 本 邦 に お い て 、 病 院 内 で 最 も 多 く 分 離 さ れ る 院 内 型 M R S A
とし て 、S T 5 - I I の N e w  Yo r k  /  J a p a n  c l o n e が挙 げ ら れる  1 9 - 2 1 )。この
クロ ー ンは 多剤 耐性 を 示し 、毒素 性シ ョ ック 症候 群毒 素  T S S T- 1 を
産生 す るこ とが 知ら れ てい る 。  
1 9 9 0 年 代後 半 の 市中 型 M R S A の 流行 に 伴い 、2 0 0 0 年 代以 降、病
院内 で 市中 型 M R S A の 流 行が 見ら れる よ うに なっ た。 ア メリ カで
は 、 M R S A 感 染 症 の 原 因 ク ロ ー ン が 、 院 内 型 M R S A か ら 市 中 型
M R S A に 置き 換 わ って い る こと が 多数 報 告 され て いる  2 8 ,  4 6 ,  4 8 )。
さら に 、院 内 にお ける P V L 陽 性 M R S A の 分 離お よ び流 行 も報 告さ
れて お り、ア メリ カの ニ ュー ヨー クの 複 数の 病院 にお い て、主 要な
M R S A ク ロ ーン が、 S T 5 - I I の U S A 1 0 0 か ら U S A 3 0 0  に 置 き換 わっ
てい た とい う報 告も あ る  4 4 )。現 在ま で に、本 邦 の 病院 内 にお いて 、
P V L 陽性 M R S A の 大規 模 な流 行事 例は 報 告さ れて いな い。しか し 、
第 1 章 の結 果か ら、本 邦に お いて も P V L 陽 性 M R S A の 院 内へ の流
入が 危 惧さ れる 。院内 に は、M R S A の感 染 リス ク が 高い 患 者が 多く
存在 し てお り、 高病 原 性 M R S A の流 行 は深 刻な アウ ト ブレ イク を
招く 恐 れが ある 。  
そこ で 本章 では 、2 0 11 年 か ら 2 0 1 5 年に 東 京都 多摩 地域 に 位置 す
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る 9 つの 総 合病 院 の入 院 患者 から 分離 さ れた M R S A を対 象 とし て、




【  材  料  ・  方  法  】  
1 .  使 用 菌 株  
2 0 11 年 か ら 2 0 1 5 年に 、東 京都 の多 摩地 域 に位 置す る 9 つ の総 合
病院 ( A ~ H )  の 入 院患 者 から 分離 され た M R S A 3 , 4 3 3 株 を 使用 し た。
M R S A の 同 定は 、 第 1 章 -【 材料 ・ 方法 】 - 3 に 記 し た方 法 によ り行
った 。ま た、各 種参 照 株と して 、第 1 章 -【 材料・方 法】 - 1 に記 し
た菌 株 を用 いた 。  
 
2 .  使 用 培 地 お よ び 培 養 条 件  
第 1 章 -【 材料 ・ 方法 】 - 2 に記 し た方 法 によ り行 った 。  
 
3 .  P C R 法 に よ る 各 種 遺 伝 子 の 検 出 お よ び S C Cmec  t y p i n g  
第 1 章 -【 材 料・方 法 】- 4 に 記 した 方 法を 用 いて 行っ た 。さ らに 、
m a c r o l i d e s 耐 性 遺 伝子 で ある e r m B、 a m i n o g l yc o s i d e s 耐性 遺 伝子 で
ある a p h ( 3 ’ ) - I I I  およ び a a d ( 4 ’ ,  4 ’’ )  コ ラー ゲ ン結 合タ ン パク 遺伝
子  c n a、骨 シア ル タン パ ク 結 合タ ンパ ク 遺伝 子  b b p  を P C R 法 で検
出す る ため に、 特異 的 なプ ライ マー を 使用 した  ( Ta b l e  9 )。 こ れら
の遺 伝 子は 、9 5 ℃、2 分 間 で D N A を変 性 させ た後 、9 5 ℃、3 0 秒間 、
5 5 ℃、3 0 秒 間 、7 2 ℃、3 0 秒間 を 3 0 サイ ク ル行 い 、最 終伸 長 反応 と
して 、 7 2 ℃、 5 分 間の P C R に て増 幅さ せ た。  
 
Table 9. Oligonucleotide primers for detection of target genes 
 Taget gene  Primer  Primer sequence (5’ to 3’)  Product length 
 ermB ermB-F CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGC 359 bp 
  ermB-R GAATCGAGACTTGAGTGTGC 
 aph(3’)-III  aph(3’)-III-F  CTGATCGAAAAATACCGCTGC 268 bp  
  aph(3’)-III-R  TCATACTCTTCCGAGCAAAGG 
 aad(4’, 4’’)  aad(4’, 4’’)-F  CTGCTAAATCGGTAGAAGC 172 bp 
  aad(4’, 4’’)-R  CTGCTAAATCGGTAGAAGC 
 cna cna-F GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC 423 bp 
  cna-R AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG 
 bbp bbp-F AACTACATCTAGTACTCAACAACAG 574 bp 




4 .  P F G E お よ び M L S T に よ る 分 子 疫 学 的 解 析  
第１ 章 -【 材料 ・ 方法 】 - 5・ 6 に記 した 方 法を 用い て行 っ た。  
 
5 .  P V L v a r i a n t の 解 析  
P V L v a r i a n t を 同 定す る ため に、 l u k S / F - P V の P C R およ び 塩基 配
列の 解 析を 行っ た 。遺 伝子 の 増幅 には 、Ta b l e  1 0 に 記し た プラ イマ
ーを 使 用し た。プ ライ マ ーの 合成 は、H o k k a i d o  S ys t e m  S c i e n c e 社 に
依頼 し た。P C R に よる 増 幅反 応は 、9 8 ℃、3 0 秒間 で D N A の 変 性を
行っ た 後、 9 8 ℃、 1 0 秒 間、 5 4 ℃、 3 0 秒 間、 7 2 ℃、 1 分 2 0 秒 間 を 3 0
サイ ク ル行 った 。最終 伸 長反 応 と して 7 2 ℃、2 分 間 行っ た 。D N A シ
ーケ ン スは 第 1 章 -【 材 料・方 法】- 6 に 記し た 方法 を 用い て 行っ た。
過去 の 報告 と同 様に 、 L u k S - P V の 1 7 6 番目 の ア ミノ 酸が h i s t i d i n e
であ る t yp e を H  v a r i a n t、 a r g i n i n e であ る t yp e を R  v a r i a n t と し た  
3 5 )。  
Table 10. Oligonucleotide primers to identify PVL variants 
 Primer name  Primer sequence (5’ to 3’) Orientation 
 PVL-seqF1 AGATATTTTAAACTCGGTAAATCTTT Forward 
 PVL-seqF2 TAATGGTTCATTTAATTATTCAAAAAC Forward 
 PVL-seqF3 GTAAGTGAGAAAAAGGTTGATGATA Forward 
 PVL-seqF4 TTAGGCTCAAGACAAAGCAAC Forward 
 PVL-seqR1 CTGAAAAAATAACCACGTCAA Reverse 
 PVL-seqR2 GTCTCTGAAAAAGATTTTGAACC Reverse 
 PVL-seqR3 TAATTTCTGTTTACAAATGCGTT Reverse 
 PVL-seqR4 ACCAATATTGTATTGGAAAGGC Reverse 
 
6 .  使 用 薬 剤  
薬 剤 感 受 性 の 測 定 に は 、 抗 菌 薬 と し て a m p i c i l l i n 、 o x a c i l l i n 、
c e f o t a x i m e  ( F U J I F I L M  Wa k o  P u r e  C h e m i c a l ) 、 l e v o f l o x a c i n 、
c l a r i t h r o m yc i n、s p i r a m yc i n  ( To k yo  C h e m i c a l  I n d u s t r y )、 g e n t a m i c i n、
a r b e k a c i n、m i n o c y c l i n e、v a n c o m yc i n、t e i c o p l a n i n  ( S a n o f i )、l i n e z o l i d  
( P f i z e r )  を使 用 し た。  
 
7 .  薬 剤 感 受 性 の 測 定  
第 1 章 -【 材 料・ 方法 】 - 8 に 記し た方 法 を用 いて 行っ た 。第 1 章
で使用していない薬剤に対する耐性のブレイクポイントは、CLSI に準じて、
cefotaxime: 64 µg/mL、 teicoplanin: 32 µg/mL、 linezolid: 8 µg/mL とした。
Spiramycin のブレイクポイントは、CLSI により定義されていないため、16 




8 .  統 計 学 的 解 析  
第 1 章 -【 材料 ・ 方法 】 - 9 に記 し た方 法 を用 いて 行っ た 。  
 
9 .  倫 理 規 定  
本研 究 は 、東 京 薬科 大 学 倫理 委 員会 に よ る承 認  ( N o . 1 2 - 0 9 )  を得




【  結  果  】  
1 .  P V L 陽 性 M R S A の 分 離 率  
3,433 株の MRSA に対し、PVL 遺伝子の検出を行った結果、5 年間で 64 株  
(1.9%) が PVL 陽性株であり、調査した 9 つの病院全てから検出された  (Table 
11)。PVL 陽性株の検出率は年々増加しており、2014 年および 2015 年の検出
率は、2011 年よりも有意に高かった  (P <0.01)。PVL 陽性株が検出された診
療科は、皮膚科が最も多く 29.7%、ついで救命救急が 9.4%、外科および呼吸
器科が 4.7%であった。検体の由来部位は、多い順に膿  (37.5%)、喀痰  (18.8%)、
皮膚表面  (12.5%)、血液  (3.1%) であった  (Fig. 6)。  
 
Table 11. Annual transition of PVL-positive MRSA isolates  
 *, significantly higher than 2011 (P <0.05); **, significantly higher than 2011 (P <0.01)  
 
Fig. 6. Comparison of clinical department and specimen material associated with patients with 
PVL-positive MRSA infection  
Specimen material Clinical department 
Hospital 
Hospital category
PVL-positive MRSA / total MRSA (%) of isolates in year
(No. of beds) 2011 2012 2013 2014 2015 Total
A (310) Municipal hospital 0 / 53 0 / 89 3 / 54 (5.6) 4 / 45 (8.9) 4/ 22 (18.2) 11/ 263 (4.2)
B (562) Municipal hospital - - 5 / 204 (2.5) 2 / 63 (3.2) - 7/ 267 (2.6)
C (455) General hospital 0 / 93 0 / 97 0 / 99 3 / 81 (3.7) 2/ 65 (3.1) 5/ 435 (1.1)
D (291) General hospital - - 2 / 15 (13.3) 3 / 80 (3.8) 3/ 90 (3.3) 8/ 185 (4.3)
E (500) University hospital 1 / 328 (0.3) 1 / 159 (0.6) - - - 2/ 487 (0.4)
F (401) University hospital 0 / 106 0 / 108 1 / 87 (1.1) 0 / 75 1/ 96 (1.0) 2/ 472 (0.4)
G (610) University hospital 4 / 217 (1.8) 7 / 290 (2.4) 4 / 251 (1.6) 5 / 193 (2.6) 4/ 183 (2.2) 24/ 1,134 (2.1)
H (316) Municipal hospital 0 / 20 1 / 11 (9.1) 0 / 53 1 / 18 (5.6) 1/ 12 (8.3) 3/ 114 (2.6)
I (300) General hospital - - - - 2/ 76 (2.6) 2/ 76 (2.6)
Total - 5 / 817 (0.6) 9 / 754 (1.2) 15 / 763 (2.0)* 18 / 555 (3.2) ** 17/ 544 (3.1) ** 64/ 3,433 (1.9)
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2 .  P V L 陽 性 M R S A の 分 子 疫 学 的 解 析  
PVL 陽性 MRSA 64 株について、SCCmec typing、MLST、PFGE、各種遺伝
子の検出、PVL variants の同定を行った。MLST および PFGE の結果、7 種の
クローンの存在が明らかとなった  (Fig. 7, Table 12)。  
Pulsotype A に分類される株は 42 株  (65.6%) 存在し、9 病院中 8 病院で検
出された。Pulsotype A の菌株の遺伝子型は、CC 8 (ST8、ST3601、ST3606) で
あった。これらの株は、全て type I の ACME を保有しており、参照株である
USA300 (JCSC6774) と同一の PFGE パターンを示した。したがって、pulsotype 
A の菌株は全て USA300 であり、病院内で分離される PVL 陽性 MRSA の主
要な遺伝子型であることが明らかとなった。PVL 陽性株のうち、USA300 が
占める割合は、年々増加していた  (Fig. 8)。USA300 の中には、SCCmec type 
I の株が 9 株存在した。さらに、USA300 と同じ ST8 であるにもかかわらず、
USA300 とは異なる PFGE パターンを示す株が 1 株  (OME51) 存在した。こ
の菌株は、第 1 章の沖縄由来の USA300 類似株と同一の pulsotype に分類さ
れた  (Fig. 9)。したがって、この株は、沖縄由来株と同一のクローンである
ことが明らかとなった。  
Pulsotype B に分類された 3 株は ST772 (CC1) であり、インドを中心に世
界各地での流行が報告されている Bengal-Bay clone であった  89, 90)。Pulsotype 
C に分類された 4 株の遺伝子型は ST22 であり、ヨーロッパで流行が認めら
れている E-MRSA15 であると考えられた  91, 92)。Pulsotype は構成していない
が、ST80 株が 1 株検出された。この株は、遺伝子型からヨーロッパでの分
離が報告されているクローンであると考えられた  93, 94)。このクローンの分
離例は、本邦において初である。CC59 の株も 3 株検出され、Taiwan clone で
あると考えられた  81, 82)。Pulsotype D は CC30 (ST30、ST642、ST3413、ST3607、
ST3618) の株で構成されており、USA300 に次いで分離数の多いクローンで
あった。これらは、その遺伝子型から、本邦でも分離報告の多い Southwest 
Pacific clone であると考えられた  7, 95)。  
それぞれのクローンで、保有する病原性因子にも違いが見られた。USA300
や USA300 類似株、E-MRSA15 では、高頻度で fnbB や fib を保有していた。
一方、CC30 の株は、他のクローンでは見られなかった bbp を保有していた。
Bengal-Bay clone は sea や sec を保有している点で他のクローンとは異なっ
ていた。cna は、全ての ST22 株、ST30 株、ST772 株で認められた。  
PVL variant を解析したところ、USA300 および USA300 類似株の PVL は
全て 176 番目のアミノ酸が arginine である R variant であった。一方、それ以
外の株は 176 番目のアミノ酸が histidine である H variant であった。   
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Fig. 7. Molecular epidemiological analysis of PVL-positive MRSA isolates. 
-, No data. The colored box indicates positive for the genes and antimicrobial resistance. 
R, arginine variant; H, histidine variant; LVFX r, levofloxacin resistance; CAM r, 











Fig. 8. Annual transition of PVL-positive MRSA and USA300. 
 
 
Fig. 9. Comparison of PFGE patterns in USA300-Like strain (OME51) and Okinawa 
USA300-Like strains (TPS3156 and TPS3298). 




3 .  P V L 陽 性 M R S A の 各 種 抗 菌 薬 感 受 性  
PVL 陽性 MRSA の薬剤耐性率の年次推移を調査した  (Fig. 10)。その結果、
levofloxacin および gentamicin の耐性率が年々上昇していた。特に、
levofloxacin の耐性率は、2011 年には 40.0%であったのに対し、2015 年では
100%を示した  (P <0.05)。一方、clarithromycin の耐性率は、2011 年では 80%
であったが、2015 年では 47.1%まで減少していた。同じ macrolides である
spiramicin の耐性率も 20.0%から 5.9%まで減少していた。Minocycline および
抗 MRSA 薬の耐性株は認められなかった。  
PVL 陽性株の薬剤耐性率をクローン毎に比較したところ  (Fig. 7、Table 13)、
USA300 は levofloxacin、clarithromycin、gentamicin の耐性率がそれぞれ 97.6%、
73.8%、 64.3%と高く、 maclorides 耐性遺伝子である msrA/B や ermC、
aminoglycosides 耐性遺伝子である aacA-aphD を保有していた  (Fig. 7)。
USA300 類似株は、β-lactams 以外の全ての抗菌薬に感受性を示しており、
USA300 とは異なる薬剤感性を示した。ST22 の EMRSA-15 は、USA300 と同
様に、levofloxacin、clarithromycin、gentamicin で耐性株が認められた。ST30
の Southwest pacific clone は、多くの薬剤に感受性を示した。ST59 の株では、
clarithromycin および spiramycin 耐性株が認められた。ST772 の Bengal-Bay 







Fig. 10. Annual transition of antimicrobial resistance rates (%) of PVL-positive MRSA in this study. 






Table 13. Comparison of antimicrobial susceptibility of PVL-positive MRSA clones 
MIC unit: µg/mL 






【 考 察 】  
本章では、東京都多摩地区に位置する 9 つの総合病院の入院患者から得ら
れた MRSA 3,433 株を用いて、PVL の陽性率とその推移、PVL 陽性株の分子
疫学的特徴を明らかにした。  
これまで、本邦における PVL 陽性 MRSA を対象とした研究は、単一の総
合病院の外来患者に関するものが多く、複数の病院の入院患者を対象とし、
長期に渡って解析したのは本研究が初めてである。2011 年の PVL 陽性 MRSA
の検出率は、わずか 0.6%であったが、2015 年では約 5 倍の 3.1%と有意に増
加していた。これは、第 1 章において明らかになった市中での PVL 陽性株
の増加に伴って、院内に流入する PVL 陽性株が増加したためと考えられた。  
USA300 は 9 病院中 8 病院で分離され、本邦の入院患者から分離される
PVL 陽性 MRSA において最も主流であることが明らかとなった。その他、
インド等での報告が多い ST772-V の Bengal-Bay clone やヨーロッパでの分離
が多い ST22-IV の EMRSA-15 clone、太平洋地域での流行が報告されている
ST30-IV の Southwest Pacific clone (USA1100)、ST59-IV の Taiwan clone も検
出された  2, 37,  81,  82,  89-95)。Bengal-Bay clone や EMRSA-15 は、本邦ではこれま
でにあまり報告のない稀なクローンである。本研究で 1 株見出された ST80
株は、本邦での初めての分離例であった。ST80 clone は地中海地方で流行し
ているクローンであり、近年、アジアや中東でも検出頻度が増加している  7, 
96)。現在、世界中において、MRSA の海外からの流入が問題となっている  97)。
本研究のデータは、本邦においても USA300 を含む様々な PVL 陽性株が海
外から流入し、病院内に伝播している可能性を示している。また、本研究で
分離された ST8 の PVL 陽性 MRSA の中に、USA300 類似株  が 1 株  (OME51) 
検出された。この株は、第 1 章における沖縄由来 USA300 類似株と同一のク
ローンであった。したがって、この株も USA300-LV であると考えられ、本
邦に USA300-LV が広く分布していることが示唆された。さらに、第 1 章に
おいても認められた SCCmec type Iに分類される USA300 も 9 株検出された。  
各種病原性因子の保有パターンは、各クローンにより大きく異なっていた。
皮膚定着性に関与する ACME は、USA300 のみが保有していた。 fnbB や fib
は、第 1 章と同様に USA300 が高頻度で保有していた他、ST22 株でも保有
が認められた。一方で、bone sialoprotein-binding protein をコードし骨表面へ
の接着に関与する bbp は、ST30 が高頻度に保有していた。コラーゲンへの
結合に関与する cna は、全ての ST22 株、ST30 株、ST772 株で認められた。
これらの接着因子は microbial surface component recognizing adhesive matrix 






第 1 章で分離された市中の USA300 と同様、入院患者から分離された
USA300 も多剤耐性を示した。この結果は、抗菌薬の選択圧が高い病院内に
おいて、USA300 が他の PVL 陽性 MRSA よりも優位となった要因の一つと
考えられた。また、第 1 章の結果と同様に、全ての PVL 陽性 MRSA は、
minocycline と抗 MRSA 薬に感受性を示した。そのため、病院内に流入した
PVL 陽性 MRSA によるアウトブレイクが発生した場合、抗 MRSA 薬と
minocycline の併用が有効である可能性が考えられた。  
本章の研究成果より、本邦の市中だけでなく、病院内にも PVL 陽性 MRSA
が流入・定着していることが明らかとなった。特に、多剤耐性 USA300 の増
加が著しく、今後、多剤高度耐性化する可能性も危惧される。また、USA300
だけでなく、他の海外流行型 PVL 陽性 MRSA の存在も明らかになった。
MRSA は接触感染によって伝播する。病院内は易感染性宿主が多く存在して
いることから、USA300 のような高病原性 MRSA による深刻なアウトブレイ
クが懸念される。多剤耐性 USA300 はすでに病院内に定着していることが懸
念されるため、より厳密な接触感染予防策を講じる必要がある。   
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第  3 章  
本邦特有の PVL 陽性 MRSA のゲノム解析 
 
【  背  景  】  
第 1 章において、沖縄由来 MRSA の中に USA300 と類似した特徴を持つ
PVL 陽性株を 15 株見出した。また、第 2 章においても、第 1 章の沖縄由来
株と同様の特徴を持つ USA300 類似株が 1 株認められた。USA300 は、SCCmec 
IVa であるのに対し、USA300 類似株は type IVc である。また、USA300 類似
株では、USA300 に特徴的な病原性因子である ACME は認められなかった。
これらの特徴から、USA300 類似株は USA300-LV であることが考えられた  
38-41)。USA300-LV は、近年のゲノム解析より、USA300 と共通した祖先  





また、第 1 章、第 2 章において、USA300 と遺伝子型  (ST8) および pulsotype 









【  材  料  ・  方  法  】  
1 .  使 用 菌 株  
第 1 章と第 2 章において分離した PVL 陽性、ST8-IVc の USA300 類似株、
計 16 株を使用した。それらのうち、TPS3156 株について、ゲノムシーケン
スを行った。また、第 1 章、第 2 章において、pulsotype は USA300 と同一だ
が、SCCmec が type I と判定された株  (ΨUSA300) 計 13 株を使用した。参照
ゲノムとして、USA300_FPR3757 (Accession No.CP000255)、USA300_TCH1516 
(NC_010079.1)、USA300-LV_CA12 (CP007672)、USA300-LV_M121 (CP007670)、
USA300-EB_CA15 (CP007674) 、 USA300-EB_HUV05 (CP007676) 、 N315 
(BA000018)、MW2 (NC_003923.1)、Rosenbach 1884_DSM20231 (CP011526.1) 
を使用した。  
 
2 .  使 用 培 地 お よ び 培 養 条 件  
第 1 章 -【 材料 ・ 方法 】 - 2 に記 し た方 法 によ り行 った 。  
 
3 .  ゲ ノ ム D N A の 抽 出  
MRSA のゲノム DNA は、DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen) を用いて抽
出した。TSA で一晩培養した S. aureus を、TSB 10 mL で一晩振盪培養した。
さらに、TSB 10 mL に培養液 50 μL を加え、O.D at 600 nm=1.0 まで振盪培養
した。その培養液 2 mL を遠心分離にて集菌し、上清を除去した。TE buffer 
150 μL、10 mg/mL RNase (FUJIFILM Wako Pure Chemical) 10 μL を添加し懸濁
した後、1 mg/mL の lysostaphin を 30 μL 加え、37℃、30 分間インキュベー
トした。25 µL の proteinase K および 200 µL の Buffer AL を加え、ミキサー
により攪拌し、56℃で 30 分間インキュベートした。200 µL の ethanol を加
え、ミキサーにより混和し、DNeasy® Mini Spin Colum に移し、6,000 × g で
1 分間遠心操作した。さらに、Buffer AW1 を 500 µL 添加し、6,000 × g で 1
分間遠心操作し、これを 2 回繰り返した。Buffer AW2 も同様に行った。3 分
間の遠心操作にてフィルターを乾燥させた後、Nuclease-Free water (Promega) 
100 µL でゲノム DNA を溶解させた。  
 
4 .  全 ゲ ノ ム シ ー ケ ン ス  
抽 出 し た ゲ ノ ム は Macrogen Japan に 依 頼 し 、 PacBio RSII (Pacific 
Biosciences) を用いて塩基配列を決定し、De novo assembly を行った。   
41 
 
5 .  ゲ ノ ム 解 析  
ゲノムの解析用ソフトとして、Geneious Prime ver. 2019.2.3 (Biomatters) を
使用した。ゲノムを用いた菌株の系統解析には、Type (Strain) Genome Server 
(TYGS) を使用した  99)。ゲノム DNA の配列比較を行うマルチプルアライメ
ントプログラムとして MUSCLE を使用した  100)。また、遺伝子の挿入・脱離・
再構築を解析するプログラムとして progressiveMauve を使用した  101)。  
 
6 .  I C E6013 の 検 出  
全ての USA300 類似株が  TPS3156 と同一ゲノム位置に ICE6013 を保有し
ているかを確認するために、ICE6013 の両端の外側と内側にプライマーを設
計し、PCR を行った  (Table 14、Fig. 11)。PCR による増幅ができた場合を、
同一位置に挿入されていると判断した。プライマーの合成は Hokkaido system 
science 社に依頼した。PCR は、95℃、2 分間で DNA を変性させた後、95℃、
30 秒間、57℃、30 秒間、72、45 秒間を 30 サイクル行った。また、最終伸長
反応として、72℃、5 分間行った。  
 
Table 14. Olignucleotide primers for detection of insertion site of ICE6013  
 Primer Primer sequence (5’ to 3’) Primer position Product  
   on TPS3156 genome  length  
 ICE6013-5F ATCCAACACGCCCTTTTTAG 2318472-2318491 642 bp  
 ICE6013-5R GCTGTTAAACAAATTAATGCACG 2319092-2319114   
 ICE6013-3F CAAACCTATCGGTTCATCAC 2331754-2331773 670 bp  
 ICE6013-3R ACACGAGGACTTACCCAAAA 2332405-2332424   
 
 
Fig. 11. Simplified figure of primer binding sites for detection of ICE6013 insertion sites. 




7. ΨUSA300 における ccrB2のシーケンス解析 
ccrB2 の塩基配列を確認するために、プライマー  ccrB-seq を設計した  
(Table 15)。ccrB-seq と SCCmec typing で用いられる既存のプライマー  α2 を
用いて、PCR の増幅を行ったのち、DNA シーケンスによる塩基配列の解析
を行った。PCR の増幅、PCR 産物の精製および DNA シーケンスによる塩基
配列の解析は、第 1 章 -【材料・方法】 -6 に記載した方法で行った。PCR の
増幅は、98℃、30 秒間で DNA を変性させた後、98℃、10 秒間、55℃、30 秒
間、72℃、30 秒間を 30 サイクル行い、最終伸長反応として 72℃、5 分間行
った。  
 
Table 15. Oligonucleotide primers for DNA sequence of ccrB2 
 Primer  Prime sequence (5’ to 3’) Product length (bp) 
 α2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 1,091* 
 ccrB-seq TGACATATCCTTTGTGATTCAATG 
* This length shows the case when a strain having ccrB2 without any deletion is used. 
 
8 .  Ψ U S A 3 0 0 の S C Cmec  t y p i n g  
Ψ U S A 3 0 0 の S C C m e c  t yp i n g は 、第 1 章 -【材 料・方 法 】 - 4 に 記 載
した 方 法を 用い た。また 、後 述す る新 規 のプ ライ マー  β c ’は、従来





【  結  果  】  
1. USA300 類似株 (TPS3156) の全ゲノム配列 
USA300 類似株の遺伝学的背景を明らかにするために、USA300 類似株である
TPS3156 の全ゲノム配列を明らかにした。その結果、TPS3156 は、2,852,412 bp、GC
含量が 32.8%の染色体を保有する MRSA であることが明らかとなった。また、25,058 
bp、GC 含量 28.5%のプラスミドを保有していた。 
 
2. USA300 類似株 (TPS3156) の系統解析 
USA300 類似株 (TPS3156) と他のクローンのゲノム間の近縁性を比較するために、
TYGS を用いて系統樹を作成した (Fig. 12)。USA300 類似株は、第 1 章および第 2 章
より、USA300-LV であることが強く疑われたため、参照ゲノムとして、USA300-LV で
ある CA12 および M121、USA300 の代表株である FPR3757 および TCH1516、USA300
と USA300-LV の共通の祖先株である USA300-EB として CA15 および HUV05 を用い
た。さらに、TYGS において、参照株として用いられており、最初に分離された S. aureus 
である Rosenbach1884_DSM20231、ST1-IV の PVL 陽性 MRSA である MW2、PVL 陰
性 MRSA として N315 を用いた。上記のゲノムと比較すると、USA300-LV である CA12
株および M121 株と同一のクラスターに分類された。したがって、TPS3156 は、
USA300-LV クローンに属することが明らかとなった。 
 
3. USA300 類似株の比較ゲノム解析 
TPS3156 における遺伝子の獲得、脱落、再構築などを詳細に解析するために、
progressiveMauve を用いて、既知の参照ゲノムとのマルチプルアライメントを行った 
(Fig. 13)。その結果、TPS3156 は、CA12 と非常に類似しており、USA300 が特異的に
保有する ACME を持たず、同位置に銅耐性および水銀耐性に関与するとされている
copper and mercury resistance (COMER) を保有していた。USA300 が保有する
pathogenicity island である SaPI5 を保有していない点においても、CA12 と共通してい
た。一方、CA12 には認められない領域 (ICE6013 variant) の存在が明らかとなった。
この領域は、FPR3757 が保有している因子 (ICE6013 variant; ICESauFPR3757) と高い
相同性 (97.5%) を示したが、挿入されているゲノム位置が異なっていた。 
また、TPS3156 が保有していたプラスミドを、CA12 が保有していたプラスミド
pCA12 および M121 が保有していたプラスミド pM121 と MUSCLE にて比較したとこ




Fig. 12. Genome-based phylogenetic tree of USA300 related strains and TPS3156 with TYGS. 













Fig. 13. Genome comparison of USA300-Like strain (TPS3156), USA300 (FPR3757), and USA300-LV (CA12) with progressiveMauve. 
COMER, copper and mercury resisntance; ACME, arginine catabolic mobile element; SaPI, Staphylococcus aureus  pathogenicity 






4. USA300 類似株における ICE6013の分布 
TPS3156 以外の USA300 類似株において、ICE6013 を同一位置に保有するかを確認
するために、TPS3156 の配列を基にプライマーを設計した。プライマーは 5’側と 3’側
それぞれで、ICE6013 の外側と内側で設計した (Fig. 11)。PCR の結果、全ての USA300
類似株において、5’側、3’側全ての PCR 産物が検出された。したがって、本研究で分





5. ΨUSA300 の全ゲノム解析 
ΨUSA300 が、SCCmec type I に分類された原因を明らかにするために、ΨUSA300 
(TSI637) の、全ゲノム配列を明らかにした。既知の USA300 (FPR3757) のゲノムと比
較したところ、SCCmec type IVa の構成遺伝子はすべて保有していたが、構成遺伝子
の 1 つである ccrB2 内に、12 bp の欠損が認められた (Fig. 14)。その欠損部位は、
SCCmec typing で用いられるプライマー βc の結合部位であった (Fig. 14, 15)。したが
って、この 12 bp の欠損が原因で、SCCmec typing における ccrA2-B2 領域の増幅がで
きず、実際には SCCmec type IVa と同様の構造を有するにも関わらず、type I と判定さ
れていたことが明らかとなった。他の ΨUSA300 についても ccrB2 の塩基配列を明ら
かにしたところ、同一の欠損が認められた。 
 
Fig. 14. Comparison of DNA sequence alignment of ccrB2. 
JCSC6774, USA300; TSI637, ΨUSA300; A558a, SCCmec type IV strain 
 
次に、12 bp の欠損によるアミノ酸配列への影響を調べるため、TSI637 の CcrB2 の
アミノ酸配列を USA300 (FPR3757) のものと比較した。その結果、12 bp の欠損によ




いなかった (Fig. 16)。 
 
Fig. 15. Primer binding sites in Boye’s SCCmec typing and schematic structures of major 
SCCmec element. 
Blue triangles indicate primer binding sites. 
 
Fig. 16. Amino acid sequence alignment of CcrB2 in FPR3757 (USA300) and TSI637 (ΨUSA300)  
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6. ΨUSA300 の SCCmec を正しく typing するための新規プライマーの設計 
ΨUSA300 の SCCmec を正しく typingするために、ccrB2 内の保存性の高い位置に、
新規のプライマー βc’を設計した (Fig. 14)。USA300 および ΨUSA300 に対し、従来の
βc を βc’ に置き換えた SCCmec typing を行ったところ、どちらの株においても正しく
ccrA2-B2 領域の増幅が可能であった (Fig. 17)。また、ccrA2-B2 を構成遺伝子とする
SCCmec type II の株も同様に増幅が可能であった。したがって、新規プライマー βc’
は、ΨUSA300 の SCCmec を正しく typing することができる有用なプライマーである
ことが示された。 
 
Fig. 17. SCCmec typing using conventional primer (A) and new primer (B). 
Lane M, 100 bp ladder; 1, NCTC10442 (type I); 2, N315 (type II); 3, 85/2082 (type III); 4, 
JCSC4744 (type IV); 5, WIS (type V); 6, JCSC6774 (USA300), 7, TSI637 (ΨUSA300) 
  
M M1 2 3 4 5 6 7
A




【  考  察  】  
本章 で は、 これ まで に 報告 のな い 本 邦 特有 の U S A 3 0 0 類 似株 お
よび Ψ U S A 3 0 0 の ゲノ ム 解析 を行 った 。  
沖縄 や 東京 の総 合病 院 で分 離さ れた U S A 3 0 0 - LV / J は、南米 の コ
ロン ビ アや ベネ ズエ ラ で流 行 し てい る U S A 3 0 0 - LV と 非常 に 高い 近
縁性 を 示し た。U S A 3 0 0 - LV は 、近年 のゲ ノ ム解 析に より U S A 3 0 0 と
同一 の 祖先  ( U S A 3 0 0 - E B )  を持 つ P V L 陽 性 M R S A ク ロー ン であ る
こと が 知ら れて おり 、近年 で は 、ヨー ロ ッパ やオ ース ト ラリ アに お
い て も 分 離 さ れ て い る  3 8 - 4 1 )。 一 方 で 、 U S A 3 0 0 - LV / J は 、 既 知 の
U S A 3 0 0 - LV が 保 有し て いな い可 動性 遺 伝子 群 I C E 6 0 1 3  v a r i a n t を 保
有し て いた 。 I C E 6 0 1 3 に 属す る 可 動性 遺 伝子 群は 、複 数 の v a r i a n t
が 報 告 さ れ て い る  1 0 2 - 1 0 4 ) 。 I C E 6 0 1 3  v a r i a n t が 標 的 と す る d i r e c t  
r e p e a t 配 列は 3  b p と 短く 、 S .  a u re u s の 多 様な ゲノ ム位 置 で確 認さ
れて い る  1 0 3 )。加 えて 、同一 の遺 伝 子型 の クロ ーン にお い ても 、挿
入位 置 が異 なる 株の 存 在も 明ら かと な って い る 。実際 、本研 究 で使
用 し た 参 照 ゲ ノ ム 株 で あ る F P R 3 7 5 7 と T C H 1 5 1 6 は 、 い ず れ も
U S A 3 0 0 に分 類 さ れる が、I C E 6 0 1 3  v a r i a n t の挿 入位 置の 違 いに よっ
て 、 異 な る 株 と し て 認 識 さ れ て い る  1 0 3 )。 し た が っ て 、 I C E 6 0 1 3  
v a r i a n t の有 無お よび そ の挿 入 ゲ ノム 位 置を 特定 する こ とで 、M R S A
の 由 来 を 推 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 研 究 で 使 用 し た U S A 3 0 0 -
LV / J は 、 沖 縄 由 来 株 、 東 京 由 来 株 の い ず れ に お い て も 、 I C E 6 0 1 3  
v a r i a n t を同 一 ゲ ノム 位 置に 保有 して い るこ とか ら、 同 じ遺 伝的 背
景 を 持 つ 本 邦 特 有 の 株 で あ る と 推 定 さ れ た 。 沖 縄 で の 局 所 的 な 流
行だ け でな く、同 時期 に 東京 にお いて も 分離 され てい る こと から 、
今後 、 その 流行 が拡 大 する 可能 性が 考 えら れた 。  
また 、本 研 究に お いて 、Ψ U S A 3 0 0 が 、S C C m e c  の 構 成 遺伝 子 c c r B 2  
内に 1 2  b p の 欠損 を有 す る こ とを 明ら か にし た。 S C C m e c  t yp e  I と
t yp e  I V は類 似 し た構 造 をと り、 t y p e  I で は 、 c c r A 1 と c c r B 1 を 保有
する の に対 し、 t y p e  I V は c c r A 2  と c c r B 2  を 保 有す る  ( F i g .  1 )。 一
方 、い ずれ の t yp e も 共 通し て Ψ I S 1 2 7 2 を 保有 す る 。I t o らが 考 案し
た S C C m e c  t yp i n g を簡 略 化し た B o y e ら の 手法 で は 、 これ ら の 違 い
を利 用 し、Ψ IS 1 2 7 2  の 領 域と c c r A 2 - B 2  領 域 の P C R で t yp e  I と t yp e  
I V を 区 別す る  ( F i g .  1 5 )  7 8 )。 Ψ U S A 3 0 0 では 、 1 2  b p の欠 損 によ り
c c r A 2 - B 2  領域 の 増幅 が 出来 ずに 、挿入 配 列で あ る Ψ I S 1 2 7 2  のみ が
検出 さ れた ため 、 t yp e  I と し て 分 類さ れ たこ と が 明ら か とな った 。
この 欠 損に より 、 Q 1 5 3 H の 置 換 と 1 5 4 ~ 1 5 7 番目 のア ミ ノ酸 のフ レ
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ー ム シ フ ト が 生 じ て い た が 、 そ れ 以 降 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 影 響 は な
かっ た 。 C c r は 、 D N A の 切断 、 D N A 鎖 の交 換お よ び 2 つ の接 着 部
位 の 組 換 え を 触 媒 す る こ と に よ っ て 、 染 色 体 の 特 定 位 置 へ の
S C C m e c  の挿 入 お よび 脱 離に 関与 して い る  1 0 5 ,  1 0 6 )。 C c r B 2 に お け
る 1 2 3 ~ 1 5 2 番の アミ ノ 酸は 、 f l e x i b l e  l o n g  e x t e n d e d  h e l i x  l o o p  a r m
を 形 成 し て お り 、 こ の 部 分 が 組 み 換 え に 関 与 し て い る と さ れ る  
1 0 7 )。 Ψ U S A 3 0 0 に おける C c r の 1 5 3 ~ 1 5 7 番の ア ミノ 酸置 換 や欠 損
は、C c r B 2 の機 能 に必 須 な領 域の 近傍 に ある ため 、S C C m e c  の挿 入
お よ び 脱 離 能 に 何 ら か の 影 響 を 与 え て い る 可 能 性 が あ る 。 こ の 変
異 に よ る 影 響 や 臨 床 的 意 義 に つ い て は 、 さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ
る。  
Ψ U S A 3 0 0 は 、 海 外で の 分離 例は 報告 さ れて いな いた め 、本 邦特
有の 菌 株と 推定 され た 。本 研究 で 新た に 設計 した プラ イ マー  β c ’は 、
c c r B 2  上 の 保 存 性 の 高 い 位 置 に 設 計 し た プ ラ イ マ ー で あ る た め 、
B o ye ら の 考 案 し た簡 易 型 S C C m e c  t yp i n g に おい て 、 β c に置 き 換え
て使 用 する こと が可 能 であ る 。し たが っ て、本 章で 考案 し た新 規の
プラ イ マー  β c ’は 、U S A 3 0 0 と疑 わ れる 株 を正 しく 判定 す るの に有
用で あ るこ とが 示さ れ た 。  
以上 の 結果 より 、 U S A 3 0 0 - LV / J や Ψ U S A 3 0 0 は、それ ぞれ 独 自の
進化 を 遂げ 、本邦 の各 地 に定 着し てい る P V L 陽 性 M R S A ク ロ ーン
であ る こと が示 され た 。  
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【  総  括  】  
現在 、薬剤 耐 性菌 はグ ロ ーバ ルな 問題 と して 危惧 され て おり 、世
界各 国 でそ の対 策が 行 われ てい る。本邦 にお い て も、2 0 1 6 年に A M R  
(薬 剤耐 性 )  対策 アク シ ョン プラ ンが 策 定さ れた 。その 中 で 、M R S A
の分 離 率を 減少 させ る こと が、 重点 目 標の 1 つ とし て 掲げ られ て
いる 。し た がっ て 、M R S A の 流行 状 況を 明 らか にし 、その 分 子疫 学
的解 析 を行 うこ とは 、 今後 の M R S A 感 染 症対 策を 行う 上 で 、 重要
な 情 報 と な る 。 本 研 究 で は 、 本 邦 の 市 中 お よ び 院 内 に お け る P V L
陽性 M R S A の 詳 細な 分 子疫 学的 解析 を 行 い 、以 下の こ とを 明ら か
にし た 。  
第 1 章 では 、 市 中の 皮 膚科 クリ ニッ ク にお ける P V L 陽 性 M R S A
の流 行 状況 とそ の特 徴 を解 析し 、従来 、本邦 で は稀 であ る とさ れて
きた P V L 陽 性 M R S A が 増加 し てい るこ と を示 した 。また 、そ の P V L
陽 性 M R S A に は 、多 剤 耐性 を獲 得し た 高病 原性 の U S A 3 0 0 だけ で
なく 本 邦で はこ れま で に報 告の ない U S A 3 0 0 類 似株 の 流行 を明 ら
かに し た。  
第 2 章 で は、総合 病院 の 入院 患者 から 分 離さ れた P V L 陽 性 M R S A
につ い て解 析し 、病院 内 で P V L 陽 性 M R S A の 分 離 率が 増 加し てお
り、U S A 3 0 0 を は じめ と する 多様 な海 外 流行 株が 病院 内 に流 入し て
いる こ とを 明ら かに し た。さ ら に 、病院 内 で増 加 し てい る U S A 3 0 0
は、 多 剤耐 性を 獲得 し てい るこ とも 明 らか にし た 。  
第 3 章で は、 U S A 3 0 0 類 似株 の 全 ゲノ ム を解 析し 、本 邦 特有 の
U S A 3 0 0 - LV  ( U S A 3 0 0 - LV / J )  の 存 在 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、
Ψ U S A 3 0 0 は、 S C C m e c  の 構成 遺伝 子で あ る c c r B 2 上に 欠 損を 有す
る特 殊 な U S A 3 0 0 であ る こと を明 らか に した 。これ らの 株 は 、い ず
れ も 他 国 か ら の 報 告 例 の な い 本 邦 特 有 の 流 行 株 で あ り 、 今 後 の 流
行範 囲 の拡 大が 危惧 さ れた 。  
J A N I S のデ ー タに よる と 、 本 邦 の M R S A の 分 離率 は 、近 年 、大
きく 変 化し てい ない  1 0 8 )。し か し 、流 行 して い る M R S A は 大 きく
変化 し てい るこ とが 明 らか にな って き た。 本邦 にお け る P V L 陽 性
M R S A の 詳 細な 分 子疫 学 的特 徴を 明ら か にし た本 研究 成 果は 、今
後の M R S A に よ る感 染 症対 策 や A M R 対 策ア ク ショ ンプ ラ ン の 実
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